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Synthèse de mono-esters de sucre par 
biocatalyse 
Synthesis of sugar mono-esters by biocatalysis 
N. KHALEDl1), O. MONTET(1l, M. FARINES12l_ M. PINA(1), J. GRAILLEl3) 
Résumé. - On a réahsé la synthèse de différents mono-es1ers 
de ~ucre en m1heu orgamque. Les paramètres influençant la synthèse 
de l'oléate de fructose par le Lipozyme ont été é1udiés plus parti-
culièrement. L'étude spectroscopique du produit obtenu montre 
que celui-ci s'avère être le 1-oléoyl-a-D-fructofuranose. 
Mots-clés. - Synthèse, enzymatique, lipase, sucro-e~te'r.<,. 
tensio-actifs 
INTRODUCTION 
Les sucro-esters ou esters de sucre sont généralement des 
molécules de synthèse. Les sucres sont, en effet. rarement 
rencontrés sous cette forme dans la nature. Les pouvoirs 
émulsifiant, moussant, détergent et solubilisant de ces 
molécules suscitent un grand intérêt. 
La balance hydroph1le/lipophile (BHL) [l]. et donc le 
pouvoir tensio-actif des sucro-esters, diminue lorsque le 
nombre de chaînes grasses fixées augmente. Elle est, par 
exemple, égale à 14 pour le monopalmitate de saccharose et 
à 7 pour le distéarate de saccharose [2,3]. Actuellement, les 
esters de saccharose sont les seuls à être commercialisés. Par 
la structure de leur groupement polaire, ce sont des tensio-
actifs non ioniques qui ont 1·avantage d'être stables à tous les 
pH. La dose journalière ingérable admissible d'esters commer-
ciaux est de 2,5 mg/kg de poids corporel [4]. 
Des esters supérieurs de saccharose ont été également S) n-
thétisés mais il!'.. présentent peu d'intérêt en tant qu·agents 
émulsifiants du fait de leur BHL peu élevée [5]. Par contre. 
leur faible digestibilité et leur aptitude à réduire le taux de 
cholestérol plasmatique laisse entrevoir une utilisation dans 
l'élaboration des corps gras acaloriques, par exemple [6]. 
Malgré les propriétés intéressantes des ,;;ucro-esters, l 'uti-
lisat10n industrielle de ces derniers reste limitée du fait de 
leur synthèse difficile par voie chimique. En effet, la non 
miscibilité des deux synthons entre eux dans les solvants 
organiques rend difficilement envisageable la synthèse en 
milieu homogène sans avoir recours à des solvants comme le 
d1méthylformam1de ou la pyndme. La température a également 
un effet néfaste sur la molécule de sucro-ester pmsqu'on 
observe rapidement une caramélisation du produit. 
( L) IRHO-CIRAD, BP 5035, 34032 Montpellier (France) 
(2) Université de Perpignan, avenue de V11\eneuve, 66860 Perpignan (France) 
(3) IRHO-CIRAD, BP 5035, 34032 Montpcl11er (France) - A qui toute corre-
spondance dmt être adres~ée. 
Summary. -D1fferenr sugar mono-este, 5 were sy11thes1::ed in 
an organn medmm Partu ular attentwn was pa,d to the parameters 
affecting fructose oleale synthesrs by Lrpo:.yme. Spec1roscnpic exa-
minatwn of the produc1 obtained revealed 1har If was J -o/eo"!,l-a-D-
fructofuranose exclus1vely. 
Key words. -Synthes,s, en::vma1u. lipa5e, :rnuo-es1er, n1r-
factant 
INTRODUCTION 
Sucro-esters, or esters of sugar, are usual!y synthetic 
molecules which are rare/y encountered in this form in 
nature. The emuls1fying, foaming, detergent and solubll1-
z1ng properties of these molecules make them most 
1nteresting. 
The hydrophilelhpophile balance !HLB) [1/, hence the 
su1jactant properties of sucra-esters. decreases when the 
number offixed fatty chains increases For example, HLB 1s 
equal to 14 for sucrase mono-palmitate and 7 for sucrose 
distearate [2,3]. Sucrase ester.'i are current/y the only ones 
to be marketed. Their structure and polar grouping make 
them non-ionic surfactants, which offer the advantage of sta-
bility at ail pH 1•alues. The daily acceptable mtake of 
commercial e.'iters i'i 2.5 mg/kg of body weight [4]. 
Higher es/ers of suc rose have also been synthesized, but 
they are of lirrle mterest as emulsify,ng agents, as their HLB 
1s low [5]. Howerer, their low digestibillty and their ability 
to red11ce plasma11c cholesterol suggests the_v will be usejlû 
in the product10n of calory-free fats.for example [6] 
Despite the altractive properties of .mcro-esters. theîr 
mdustriaf uses remain limited, as they are d1ff1cult to syn-
thes1:::e chem1cally. lndeed, the non-mi.'icih,lit}' of the two 
synthons wlfh each other in organic solvents means that 
synthes1s 1s hardly possible in a homogeneous medium 
without using solvents such as dimethylformamide or pyri-
dine Temperature al.rn has a harmful ejfect on the sucro-
ester nwlecule, with rapid carameilzat1011 of the product 
( 1) !RHO-Cl RAD, BP 5035, .14032 Monlpell1er, (France) 
(2) Umversuy of Perpignan, Ol'enuede Vrlfeneuve, 66860 Perp1g1wn, (Fiance) 
(3) JRHO-CIRliD, BP 5035, 34031 Monlpelher, (France) - To v.hom al/ roi· 
respnndence whould he ren1 
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Même si certains auteurs ont réussi à synthétiser des esters 
de sucres par voie chinnque. le produit synthétisé est toujours 
un mélange d'esters. Par transestérificat10n sur des esters 
méthyliques de sucres, la réaction s'oriente préférentielle-
ment vers les 6-6' dîesters de saccharose. La seule façon 
d'obtenir des monoesters est celle qui consiste à protéger 
puis déprotéger les fonctions hydroxyles [7]. 
On constate en fin de compte gu·aucune méthode chimi-
que n'a donné entière satisfaction à cc jour. C'est pour cela, 
que les recherches se sont onentées vers la b10synthèse. Les 
auteurs se sont naturellement tournés vers les lipases qm ca-
talysent la réaction de synthèse d'esters de sucres [8-10]. 
Sema et al. [11] synthétisent des esters gras de polyols (glu-
cose, sorbitol, saccharose) avec des rendements élevés en 
miheu tampon, mais ces auteurs obtiennent toujours un 
mélange d'esters. Therizod et Klibanov [12J sont les seuls 
à obtenir des oses monoacylés mais ils utilisent la pyridine 
comme solvant. La littérature signale également l'utilisation 
des protéases de Bacillus subtilis [13], Arthrobacter sp [14] 
et Actinobacter [15]. L'idéal serait d'opérer dans un solvant 
non toxique, et si possible alimentaire, qur soit susceptible 
de solubiliser partiellement les sucres. Les alcools tertiaires 
semblent répondre à ces critères: ce sont les seuls alcools qui 
ne réagissent pas avec les acides gras en présence d'une 
lipase L8-9J. En ce qui concerne le choix de la lipase, au 
regard des résultats obtenus par Therizod et Klibanov l12]. il 
semble a prion qu'une lipase 1 -3 spécifique soit préférable. 
MATERIELS ET METHODES 
Après une étude préalable sur trois lipases commerciales, 
le Lipozyme™, lipase 1-3 spécifique de Mucor mieheÎ fixée 
sur une résine macroporeuse échangeuse d'anions (Novo), a 
été retenu. 
Tous les produits chimiques (réactifs et solvants) sont de 
pureté analytique(> 99 %) sauf l'acide oléique technique 
(74,3 %). Le tampon phosphate 0,2 M pH:::::: 7 est le seul 
miheu aqueux ut1hsé. 
Sauf indication contraire, les réactions d · estérification enzy-
matique s'effectuent généralement à 55 °C durant 24 heures, 
dans des flacons en verre d'une capacité totale de 25 ml, 
bouchés hermétiquement et agités mécaniquement à raide 
d'un vibro-agitateurdans une étuve thermorégulée. Elles op-
posent un acide gras à un sucre ou un polyol et sont cataly-
sées par une lipase, en présence de solvant. La nature et les 
quantités de sucre ou de polyol, de solvant et de biocataly-
seur seront précisées au cours de l'expérimentat10n. 
0 Synthèse d'oléate de fructose en réacteur fermé 
La réaction est réalisée dans un réacteur hermétique en 
verre d'une capacité totale de 1 litre. La vitesse d'agitation 
(200 tr/mm) est assurée par un agitateur à pales en inox. La 
température de la réaction est maintenue à 55 °C à 1 'aide 
d'un bain-marie thermorégulé. L'acide oléique (312,5 g) est 
opposé au fructose (20 g) dans un rapport molaire 10/1 en 
présence de 750 ml de 2-méthyl butan-2-ol (M2B2). La réac-
tion est catalysée par 12,5 g de Lipozyme. 
0 Quantification des sucro~esters 
Les produits de la réaction et les substrats n'ayant pas 
réagi sont mis en évidence par CCM en utilisant des plaques 
de silice Merck 60 G de 0,25 mm d'épaisseur. Les dépôts 
sont réalisés à l'aide d'un déposeur automatique Linomat I1I 
de Camag. La différence de polarité des constituants de la 
réaction nécessite l'utilisation de 2 systèmes de migration 
distincts : 
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Although certain authors have succeeded in synthes1z1ng 
sugar esters chemically, the synthesized product is always a 
mixture of esters. By transesterifïcation bern·een sugar and 
methyl esters, the reaction is directed preferentialfy towards 
the 6-6· diesters ofsucrose. The only tt-'ay to obtazn mono-
esters is to protect and deprotect the hydroxylfunctwns [7]. 
ln fact, no chem1cal method has so far given total satis-
faction, hence research has heen steered towards bio-
synthesis.The authors turned naturally to lipase.'>, which 
catalyze the sugar ester synthesis reaction [8-10] Seino 
et al. f 11 J synthes1zed the fatty esters of polyols ( glucose, 
sorbitol, .rncrose) tt-'ith high yields in a huffer medium. but 
always ohtained a mixture of esters Therizod and Klihanov 
[/2] are the only ones to have ohtained monoacyloses. but 
they used pyridine as a solvent. The literature also indicates 
the use of proteases of Bacillus subtihs [ 13 ], Artherobacter 
sp. /14/ and Actmobacter f/5] The best thing would be to 
operate in a non-toxic and suitablefood so!rent, capable of 
partial!y solub1lizing the sugars. Tertlary alcohols seem to 
sat1sfy these criteria ; the y are the on/y alcohols that do not 
react with fatty ac1ds in the presence of a lipase [8-9] As 
regards the choice of lipase. the results obtained by 
Therizod and Khbanov [12] seem to 1nd1cate in theory that 
a 1-3 specific lipase is preferable. 
MATERIALS AND METHODS 
After a prior study on three commercialfy avmlable 
lipases, Lipozyme ™. 1-3 spec1f1c lipase of Mucor miehei 
fv:ed to a macroporous anion exchange resin (Novo), was 
chosen. Ail the chemical products (reagents and sol-vents) 
were of analytical purity ( > 99 %) except for the technical 
o/eic acid (74.3 %). A 0.2 M phosphate buffer with a pH of 
7 was the only aqueous medium used. 
Unless otherwise indicated, enzymatic esterifïcation reac-
tions were usually carried out at 55 °C for 24 hours, in glass 
flasks w1th a total capaclty of25 ml, hermetically sealed and 
stirred on a mechanical shaker in a thermostatically 
controlled oven The reactions were between a fatty acid 
and a sugar or a polyol, with a lipase catalyst, in the presenc:e 
of a solvent. The type and quantities of sugar or polyol, 
solvent and hiocatalyst will be specified during the 
experiment 
D Fructose oleate batch synthesis 
The reaction was carried out in a hermetically sealed 
glass reactor with a total capaclty of] litre. The mixture was 
stirred by a scainless steel paddle stirring-rod at 200 rpm. 
The reactwn temperature was maintained at 55 °C in a 
thermostaticall.v controlled water bath. Oleic acid ( 312 .5 g) 
was set against fructose (20 g) in a molar ratio of 10:1, with 
750 ml of 2-methyl 2·hutanol (2M2B) The reaction was 
catalyzed uszng 12.5 g of Ltpo:yme 
D Quantification of sucro-esters 
The reaction products and the substrates that had not 
reacted were detected by planar chromatography using 
0 25 mm th1ck layer, Merck 60G silica gel plates. A Camag 
Lmomat Ill automatlc apphcator was used for this purpose. 
The difference m polarity of the reaction c:onstituents means 
thac 2 distinct migratwn systems have to be used · 
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avec le mélange hexane/éther éthylique/acide acétL-
que (75/25/1, v/v/v), les acides gras ont un Rf d'envi-
ron 0,5 alors que les sucro-esters et les sucres re<;tent 
au dépôt; 
avec le mélange chloroforme/méthanol/acide acéti-
que/eau (80/10/8/2, v/v/v/v), les sucro-esters ont un 
Rf de 0,5 . les sucres restent alors au dépôt et les acides 
gras migrent avec un Rf de 0,9. 
Les plaques sont séchées à 1' air chaud puis révélée<; par 
vaporisation d'un mélange d'acétate de cuivre saturé dans 
l'eau et d'acide orthophosphorique à 85 % (50/50, v/v) à 
180 °C pendant 5 minutes [16]. Les bandes révélées sont 
quantifiées par photo-densitométrie à l'aide d'un scanner 
DESAGA à 500 nm. L'e<;timation de la quantité de sucro-
esters synthétisée est réalisée par comparaison à une gamme 
étalon de sucro-ester. L'obtention de l'oléate de fructo~e à 
l'état pur, par chromatographie d'adsorption sur colonne, 
nous a permis de mettre au point un dosage des sucro-esters 
par chromatographie liquide à haute performance (CLHP) 
<;Ur support Nucléosil CN 5µm (diamètre: 4,6 mm, longueur: 
25 cm). 
Les échantillons sont injectés en solutrnn dans du chloro-
forme stabilisé par l'amylène à une concentration inférieure 
à 1 %. Le solvant vecteur (1 ml/min) est un gradient isopro-
panol{lsooctane. La concentration en isopropanol passe de 
0,5 à 50 % en 15 minute~. La réponse non linéaire du détec-
teur Laser est retraitée à l'aide d'un programme Basic (Shi-
madzu). Dans ces conditions. les temps de rétent10n (mm) 
sont respectivement : 
Oléate de méthyle: 3,59, Acide oléique : 6,96 et Oléate de 
fructose: 9,79. 
,:J Dosage et mesure de l'activité de l'eau 
Le dosage de l'eau s'effectue selon la méthode de Karl 
Fisher grâce à un appareil automatique BaJTd and Tatlock 
AF3 en utilisant le méthanol comme solvant et une solution 
de Karl Fisher Merck (Réf. 9248). L · activité del' eau (al\-) est 
mesuré à 25 °Cà l'aide du Thermoconstanter RTD-33. TH2 
de Novasina. 
1:J Identification de l'oléate de fructose 
• Détenmnation de la composition par CLHP d ·ex-
clusion sur gel 
La recherche des diesters et éventuellement d'esters supé-
rieurs, a été réalisée par chromatographie d'excluston ~ur 
deux colonnes couplées remphes de PL gel 5 µ (Touzart et 
Matignon) (longueur 300 mm, diamètre 7 ,5 mm et diamètre 
de pores 100 Â). Le débit du tétrahydrofurane (THF) est de 
1,5 ml/min. Les échantillons d'oléate de fructose sont inJeC-
tés en solution à2 % (m/v) dans du THF (10 µl). La déteclion 
est assurée par un réfractomètre différentiel Waters 
• Détermination de la structure de l'oléate de 
fructose 
La RMN 'H en une et deux dimensions a été effectuée à 
l'aide d'un appareil Bruker A360 dans le deuténochloro-
fonne avec une fréquence de 360 MHz. La spectrométrie de 
masse en introduction directe (FAB +) du sucro-ester pur a 
été réalisée avec un spectromètre Jed DX 300 sous une éner-
gie de 70 eV. Pour l'identification du sucra-ester silylé. la 
mise au point des conditrnns de CPG a été réalisée sur un 
chromatographe Carlo Erba GC 6000. Les dérivés triméthyl-
silyléthers ont été préparés selon la méthode décrite par 
Sweeley et al., [17]. Le réactif est constitué de 1,8 ml d 'hexa-
méthyldisilazane et de 1,2 ml de triméthylchlorosilane aux-
quels on ajoute 2 ml de pyridine anhydre. 100 µ1 de ce réactif 
sont aJoutés à environ 5 mg d'oléate de fructose pur. Cette 
solution est portée à 60 °C pendant 1/2 heure. Le solvant est 
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wllh a hexanelethyl ether/acehc aC1d mixture 
(75125/J, v/v!v),fatty acids have an Rf of approxima-
tely 0.5. whereas sucra-esters and sugms remam i11 
the depo~it, 
wrth a chloroformlmetha11ollacet1c acidlwater mir-
ture (80//0IR/2. v/r/1'/\'), .rncro-e'ifers have an Rf of 
0 5 ; the sugars remain ,-n the deposit and the fatty 
acids migra te with an Rf of 0.9. 
The plates were dned rn warm air and I evealed hy 
spraying them w1th a mixture of saturated copper acetate in 
water and 85 % orthophosphoric ac,d (50/50, 1•/v) at l 80 °C 
for 5 mrnutes [/6]. The band.\' rerealed were quantUïed by 
photodensuomerry using a DESAGA scanner at 500 nm. The 
quanflty of .rncro-e.1·ters svnthesi:ed n'a.s evaluated hy 
comparison with a sucra-ester refere11c e range Ohtaimng 
pure fructose oleate by absorptwn ( /11 onwtog1 aphy 011 a 
column enabled us to wo,k out a method to q11ant1fv sucro-
esters by high pe1:formame liquid chromatography ( HPLC) 
011 a 5 µm Nucleosil CN s11ppo1t (4 6 mm ID, 25 cm length). 
The samples were ù1;ec ted m c hloroform stah1/i:ed hy 
amyle ne at a concentration of under J 'le The cm ria so/1•ent 
(] mlimm) was an isopropanol11~ooua11e grad1e11t. The 1so-
propanol concentration inn ea.'ied from O 5 to 50 % in 15 
minutes The non-finear response of the Laser l1ght-H·atte-
nng detector 11-"as converted inro a lrnear f1111ctw11 usmg a 
Basic pwgram (Sh1mad:u) Under 1hese co11d1t10ns. the 
respective retention time'i (min) were 
Methyl oleate · 3.59 , Ofrn acid 6.96 and Fructose 
oleate · 9 79 
D Water content determination and measurement of 
activity 
Water q11antllat10n was carned out accordrng to the Karl 
Fo;her method. using an automatu.: Baird and Tatlock AF3 
device, with methanol as the solvent and a Merck Karl Fis-
her solution (Rej: 9248). Water act11•1ty (aw) was measured 
at 25 °C wllh a Nova si na RTD-33, TH2 Thermoconstanter. 
D J dentification of fructose oleate 
• Composition determination hy exclusion HPLC 
on gel 
The detect10n of diesters, and any higher ester.1·, was 
carried out u.\'ing exclus10n chromatog,aphy on two 
linked columns filled with 5 µ PL gel (Touzartand Matignon) 
(300 mm length, 7.5 mm ID. pore s1::.e 100 Â.). The tetrahy-
drofuran flow (THF) wa5 1 .5 ml/min The ji-uctose oleate 
sampi es were 111jected as 2 % (mh-) THF solullon ( l O µJ ). 
A Waters d1ff'erential refractometer was usedfor detection. 
• Determ111ation offructose oleate structure 
The NMR 1H III one and two dimensrons was carried out 
rrnng a BruJ..er A360 apparatu.'i ,n deutenochloroform with 
afrequency of 360 MH: A Jed DX 300,powered at 70 eV was 
usedfor mass \pec t1 ometry with drrect 111troduction (FAB +) 
of the pw e s11cro-ester. A Carlo Erba GC6000 chromato-
graph wm used ta work out ga5 chromatography conditions 
for silylated sucro-ester Trimerhyl~ifylethers were prepa-
red using the method descriht'd hy Sweeley et al. [ J 7). 
The I eagent was composed of 1 8 ml of hexamethyldisila-
::.a11e and 1.2 ml of trimeth_vlchlorosiiane, to wh1ch 2 ml of 
a11hydrous pyndine were added 100 µ/ cithis reagent were 
added ta around 5 mg of pure fi·uctose oleate This solution 
was heated to 60 °C for ha~f-an-hour. The solrent was 
ernporated off and the res1due taken up in J ml of 
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évaporé et le résidu est repris par 1 ml d 'hexane afrn 
d'obtenlf une solution à 0,5 % (m/v). 1 µl de la solution 
précédente est injectée dans le chromatographe équipé 
d'une colonne capillaire DB 17. J & \\T de 15 m de longueur, 
de diamètre interne 0.32 mm et d'épaisseur de film 0.15 µm. 
Les conditions de température sont les smvantes : 
injecteur diviseur : 300 °C : détecteur à ionisation de 
flamme: 350 °C , four : 260 °C. 
Le rapport de division est de 1/50; le débit de gaz vecteur 
(hélium) est de 2 ml/min dans la colonne. 
Le couplage CPG/SM a été effectué au laboratoire de 
spectrométrie de masse du CNRS de Lyon. Le chromato-
graphe en phase gazeuse utihsé est un Perkin Elmer Sigma 
3B: 
colonne DB 1 : longueur 50 m, épaisseur de film 
0,2 µm, diamètre interne : 0,25 mm : 
inJecteur diviseur: fuite 1/50. injection de 1 µl, tem-
pérature 400 °C ; 
four : gradient de température 200 à 300 °C à 5 °C/min. 
Le ,;;pectromètre de masse est un Perk in Elmer VG 7070. 
La mesure a été faite par impact électronique avec une tem-
pérature de source de 200 °C et un courant d "émisssion de 
200 µA, sous une énergie de 70 eV. 
TABLEAU I. - Influence du solvant de réaction sur le ren-
dement de synthèse d'oléate de sorbitol 
Solvants Rendement (%) 
Trich lorotri fluoroéthane 0 
Hexane 0 
Chloroforme 0 
Ether éthyltque 0 
Méthyl terttobutyl éther 0 
hopropanol traces 
Tertiobutanol 5 
3 Méthyl pentan-3-o! 5 
2 Méthyl butan-2-ol 7 
Tampon phosphate pH 7; 0, 2 M 0 
Eau 0 
RESULTATS ET DISCUSSIONS 
D Etude du solvant de réaction 
Le monolaurate de sorb1tane (Span 20. Aldnch) étant le 
seul modèle analytique dont nous disposions, nous avons 
étudié la réaction d'estérification en opposant le sorbitol 
(5 mM) à l'acide oléique (3,5 mM) dans 15 ml de solvant à 
60 °C, en présence de 100 mg de L1pozyme. Parmi les sol-
vants. les alcools primaires ont été écartés car ils sont sus-
ceptibles d'être eux-mêmes estérifiés. Nous avons supposé 
a pnorr que le laurate de sorbitane aurait un Rf v01sm de 
celui de l'oléate de sorbitol. 
L'analyse des produits de la réaction parCCM conduit aux 
résultats consignés dans le tableau I. Le Lipozyme catalyse 
la réaction d'estérification de l'acide oléique par le sorbitol 
en présence de solvants à polarités intermédiaires tels que 
l'isopropanol, le tertiobutanol, le 3 méthyl pentan-3-ol et le 
2 méthyl butan-2-ol. En revanche, l'estérificat10n n'a pas 
heu en milieu aqueux, tamponné ou non, ce qui n'est pas 
étonnant d'un point de vue thermodynamique, puisque la 
tendance à l'hydrolyse est alors favorisée. 
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hnane to ohtain a O 5 % solution (mil'). l µlof the said 
solution was injected tnto the chromatograph equippedwith 
a J 5 m long J & W DB 17 capillar:v column with an internai 
dwmeter of0.32 mm and 0.15 µmfdm tJ11ckness. 
Tempe rature conditions were as follows : 
spl1U1ng mJector: 300 °C; fla me io1uzation detec-
tor: 350 °C; oven · 260 °C, 
the splitting ratio 11--·as 1 :50 ; carrier flow ( helium) was 2 
ml/min inside the column. 
GC!MS coup!tng was carned out at the CNRS mass spec-
trometry laboratory in Lyons. The gas chromatograph used 
was a Perkin Elmer Sigma 3B : 
DBJ column. length 50 m, film tluckness : 0.2 µm, 
internai dwmeter. 0.25 mm; 
splitting inJector: splitting ratio 1 ·50, injection of 
1 µl, temperature : 400 °C; 
aven. temperature grad1ent 200 to300 °C at 5 °C/min 
The mass spectrometer wa.'l a Perkzn Elmer VG 7070. 
Measurement was by electronic impact -...vith a source tempe-
rature of200 °C and an em1sston current of200 µA, powered 
at 70 eV. 
TABLE l - Effect of the reaction solvent on sorbitol oleate 
synthesis yield 
Sohellfs Y1eld (%) 
Trichlororr(fhwroethane 0 
Herane 0 
Chlo1of01m 0 
Ethyl ether 0 
Methyl tertwburyl ether 0 
l:wpmpanol traces 
T ertwbutanol 5 
3 Methyl-3-ol pentan 5 
2 Methyl-2-ol butan 7 
Phosphate bufferpH 7; 0, 2 M 0 
Watei /) 
RESULTS AND DISCUSSION 
0 Study of reaction solvent 
As sorhitan monolaurate (Span 20, Aldrich) was the on/y 
analytical model we had available, we studied the ester{fi-
cat/on reaction by setting sorbitol (5 mMJ against oleic acid 
(3.5 mM) in 15 ml of sa/vent at 60 °C. in the presence of 
100 mg of Lipozyme. Among the possible soll'ents, primary 
alcohols were ruled out, because they were !1kely to he 
estenfzed themselves. We assumed a priori that sorhitan 
laurate would hm·e an Rf similar to that of sorbitol oleate. 
An ana!yszs of the reaction products hy TLC gives the 
results in table I The Lipozyme catalyzes the esterificatwn 
of the oleic acid by the sorbitol in the presence of solvents 
w1th inter-mediate polarities such as isopropanol, tertiobu-
tanol, 3 methyl 3 pentanoi and 2 methyl 2 butanol. On the 
other hand, esterification does not take place in an aqueous 
medwm, whether hujfered or not, which is not su,prising 
from a thermodynamic point of view, stnce the tendency 
towards hydrofysis zs favoured. 
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Il faut signaler cependant que ce résultat semble contre-
dire les travaux de Seino et al. [ 11 J qui synthétisent! 'oléate 
de fructose en milieu tamponné, à l'aide d'une hpase du 
genre Mucor. L'absence de synthèse dans les solvant~ de très 
faibles polarités et non m1sc1bles à l'eau tels que le trîchlo-
rotrifluoroéthane, 1 'hexane et le chloroforme, est sûrement 
attribuable à l'insolubilité du sorbttol dans ces solvant'>. 
L'inactivation du Lipozyme est en effet fortement impro-
bable puisque les enzymes sont opérationnelles lorsque le 
sorbitol est remplacé par le n-butanol [ 18]. Bien que l' iso-
propanol soit le seul alcool (outre ! 'éthanol) aulori,;;é par la 
législation alimentaire, nous retiendrom le M2B2 comme 
solvant de réact10n dans la suite de cette étude, car c · est dans 
ce cas que la synthèse enzymatique donne le meilleur 
résultat. 
TABLEAU IL - Influence de la nature de différents sucres 
et polyols sur le rendement de la réaction. 
Polyols Rendement(%) 
Glucose ü 
Fructose 15 
Sorbose 10 
Saccharose 0 
Mannitol .5 
Sorbitol 12 
0 Comportement de différents sucres et polyols 
Les différents polyols sont opposés dans un rapport 
molaire 1/1 en présence de 15 ml de M2B2 et de 100 mg de 
Lipozyme. L'analyse de la réaction par CCM nous a permis de 
constater que le fructose et le sorbose sont estérifiés par 
l'acide oléique (Tabl. Il). L'apparition d'une seule tache en 
CCM de Rf 0,5 laîsse présager la synthèse d'un ou plusieurs 
esters ayant un degré de substitution identique. En effet. le 
mélange de migration est suffisamment polaire pour séparer 
les monoesters, les diesters et les polyesters de sucres [ 19]. 
En revanche, un tel mélange de migration ne permet pa:,, de 
séparer les isomères de pos1tion. 
Le glucose, par contre, n'est pa., estérifié par l'acide oléi-
que. Pourtant, il possède une fonction hydroxyle primaire 
sur le carbone 6, susceptible d'être estérifiée [12]. La non-
estérification du glucose pourrait, peut être, provenir d'une 
d1mmution de la disponibilité de l'hydroxyle prima 1re rendu 
ainsi difficilement accessible à la lipase. En effet, la confor-
mation spatiale du glucose met en év1dence la proximité de 
la fonction hydroxyle primaire avec l'oxygène du pon[ éther 
pyranique. De ce fait, une interaction hydrogène pourratt 
rendre \'hydroxyle non disponible. 
Suivant cette logique, la non-esténf1catton du saccharose 
est surprenante. En effet, ce disaccharide comporte en plus 
de la fonction hydroxyle primaire du glucose les deux fonc-
tions hydroxyles primaires du fructose. La très faible solu-
bilité du :,,accharose dans le M2B2 (environ 0,05 % à 60 °C) 
est probablement à l'origme de son inertie. Enfin, les polyol:, 
testés conduisent aussi à la synthèse d'un sucro-ester de Rf 
voisin de 0,5. En fin de compte, le meilleur rendement a été 
obtenu avec le fructose. C'est pourquoi, l'oléate de fructose 
a été choisi comme "modèle" dans la suite de notre étude. 
0 Influence du volume de solvant sur le rendement de 
la réaction 
L'acide oléique (250 mg) et le fructose (160 mg) sont op-
posés dans un rapport molaire 1/1 en présence de 100 mg de 
L1pozyme. Les volumes de 2M2B varient entre O et 20 ml. 
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However, Il should he pmnted out that this resu/t seems to 
contradict the work by Semo et al. [Il j, who synthesi:ed 
fructose oieate in a buffered medium, us1ng a Mucor t_vpe 
lipase The lack of synthe:,,is in so/1'ents wllh l'ery /ow pola-
nl/es and non-misâble in water, such as tnchlorotrtfluoroe-
thane, hexane and chloroform, can surely be attributed to 
the insolub1lity of sorbitol in the1·e .wlvents. In fact. Lipo-
:yme inacttvat,on l'i' h1ghly improbable, since the enzymes 
are operatwnal when sorh1tol is 1eplaced by 11-butanol 
[18]. Although 1.rnp1opanol is the only alcohol (other than 
ethanol) permwed by the food authorities, we chose 2M2B 
as the I eaction solvent for the remm11de1 of'th1s .îtudy, smce 
it was in thrs case that en-:ymat1c synrhesis gare the best 
result 
TABLE Il. -Effect of the different types of sugars and po-
lyols on reaction yield 
Polyols Y1ekl !'7r) 
G/uCOS(' 0 
Fructose 15 
S01 buse 10 
Sucrose ü 
Manmtoi 5 
Sorbitol 12 
0 behaviour of different sugars and polyols 
The d1JTere11t polyols we1 e .\et agmnst each other rn a 
mo!ar ratw of J :J, 111 the presenu' of 15 ml of 2M2B and 
100 mg ofL1pozyme. An analysi.1· of the 1eaction by TLC 
showed thatfi'uctose and sorbose were esterified hy oleic 
ac1d (Tahle Il). The appearance of a single stain in TLC wzth 
an Rf ofO 5 suggested the synthes1s of a smgle type of ester 
since the migration mixture is sufficiently polar to separate 
sugm mono-e!,'/er:,,, diesters and polyesters {19]. On the 
other hand . .rnch a migration mixture cannot be used to 
separate position isomers 
Glucose, howerer, is not e.çfenjfrd by oleic acid but il has 
a pnmary hyd1 oxyl function on carhon 6, which is !ikely to 
be estenjied [ 12}. Non-estenfication of glucose may stem 
f1om red11ced availahihty ofrhe pnmary hydrmyl. to wh1ch 
access Î!. more d1fjirult for the lipase. Jndeed. the spallal 
structure of glucose rereals the prox1muy of the pnmary 
hydro.,yifunctwn to the oxygen of the pyramc ether bndge. 
Hence. hvdrogen 1nteract10n couid make the hydroxyl 
unavailahle 
ln fine w11h thi.1· logic, the non-esterifù;ation of sucrase is 
s111prisi11g. lndeed. in addition to the primary hydroxyl 
frmction of glucose, this di sac charicle has the two primary 
hydroxyl f1111ct1on ç offructose. The 1•e1 y low soluh1/ity of 
wcrose 111 2M2B (aro1111d 0.05 % at 60 °C) is prohably ar 
the roor of1ts înertw Ftna!ly, the polyols tested also led to 
synthesis of' a sucro- ester with an Rf of a round 0.5 Ail in 
ail, the besr y1eld was ohrained withfructose, which is why 
fructose oleate was chosen as the "model"for the remainder 
of' our study. 
D Effect of the volume of solvent on reaction yield 
Olen· aCld (250 mi) and fructose (160 mg) were set 
against each other al a molar ratio of 1.1 in the presence 
of 100 mg of Ltpozyme. 2M2B volumes vaned hetween O and 
20 ml. ln the absence of sofrent, esterification did no! take 
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En l'absence de solvant. la réaction d'esténficalion n'a pas 
lieu (Fig. 1), ce qui n'est pas surprenant du fait de la non-mis-
cîb1lîté de l'acide oléique et du fructose. Le passage de O à 
2 ml de 2M2B augmente progressivement le rendement de syn-
thèse de 8,5 à 9,6 %. Cette variation provient probablement 
de la solubilisation progressive du fructose à 55 °C dans le 
2M2B. 
Ce résultat semble confumer que la non-esténficallon du 
glucose et du saccharose observée dans l'cxpénence précé-
dente est bien due à leur faible solub1hté dans le 2M2B. La 
réaction atteint son rendement maximal pour un volume de 
solvant compns entre 4 et 6 ml Au-delà de 6 ml de 2M2B, 
le rendement de synthèse diminue progressivement. Ce phé-
nomène peut trouver une explication dans le fall que la 
dilutJOn des substrats dans le milieu diminue leur contact 
avec l'enzyme. 
Par la suite. la synthèse d'oléate de fructose sera réalisée 
en présence de 6 ml de solvant, soit une concentration en 
acide oléique de 4,2 % et en fructose de 2.7 %. 
0 Influence de la quantité d'enzyme sur le rendement 
L ·acide oléique (250mg) est opposé au frucrose (160 mg) 
dans un rapport molaire 1/1, en présence de 6 ml de 2M2B. 
La réaction est catalysée par une quantité de L1pozyme qui 
varie de 25 à 500 mg. La figure 2 montre que le rendement 
est maximal (9,6 % ) en présence de 100 mg de L1pozyme 
(0.25 % p/p). L'augmentation du rapport massique jusqu'à 
1,21 est sans effet sur le rendement de la réaction. 
Rendement (Yield) (%) 
10~~~~~~~~~~~~~ 
9 
7 
0 2 6 8 10 12 14 î6 18 20 22 
Volume de M2B2 (Volume of M2B2) (mil 
FJG. 1. - Int'luence du volume de solvanl sur la synthèse d'oléate de 
fructose - (Effecl of th(' w1/111ne of so/l'e111 1m Jnicrose o/eu/l' sy111/ieq1·J 
Rendement (Y,eld) (%) 
7 
6 
5 
4 
3+-rm~~m~~mm~mm~ 
15 20 25 30 35 40 45 50 55 6065 70 75 808590 
Température (C) 
l•ll, J - Influence de la lempérnture sur le re11deme111 de la reaction 
- (Eff(!( t of the te111pc1atw e on reacno11 freldi 
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place (Fig 1 ), which is not surpnsmg smce olerc ac1d and 
fructose are not m1sc1h/e. Raismg the 2M2B from O to 2 ml 
gradually mcreased synthesis yieldfi'om 8.5 to 9.6 % Thi.'î 
vanarion probably stemmed from graduai solubilization of 
fructose at 55 °C in the 2M2B. 
This result seems to confirm that the non-estenfication of 
glucose and sucrose observed in the previous experiment 
was mdeed due ta their low solubiliiy in 2M2B. The reaction 
reached its maximum yieldfor a volume of sofvent ranging 
from 4 to 6 ml. Over 6 mf of 2M2B, the synthesis yield fell 
gradualfy This phenomenon can be explained by the fac! 
that .rnhstrate difution in the medium reduces their contact 
with the enzyme. 
Subsequent fructose oleate synthesis will be carried out 
tt-'ith 6 ml of solvent, i.e. an oleic acid concentration of' 4.2 
% and af1uctose concentration of2 7 % 
0 Effect of the quantity of enzyme on yield 
Ole1c ac1d (250 mg) was set agamst frue1ose (160 mg) in 
a molar ratio of 1.1, with 6 ml of 2M2B. The reaction was 
cataly=:ed hy a quantlly of Ltpozyme varying.frorn 25 to 500 
mg. Figure 2 shows that yield was maxunwn (9.6 %) vvith 100 
mg ofL1po-:.yme (0.25 %. w!w). fncreasfng the mass ratio ta 
1.21 had no e.ffect on reaction yield. 
Rendement (Y1eld) (%) 
12 ,---~~~~~~~~~~~ 
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0 Détermination de la température optimale de réaction 
Le rendement de synthèse (Fig. 3) passe par un max1mum 
se situant entre 45 et 55 °C. Cet optimum se situe donc au-
dessous de Ja température recommandée par NOVO pour 
} 'hydrolyse des triglycérides (60 °C). De plus, il est intéres-
sant de noter que l'activité catalytique du Lîpozyme est pré-
servée Jusqu'à 85 °C. Il est probable que la résme sur 
laquelle est adsorbée la hpase protège! 'enzyme et de ce fat!, 
lui confère une meilleure thermostabtlité. 
0 Influence du rapport molaire sur le rendement de 
la réaction 
La réaction de synthèse a été étudiée pour des rapport'> 
molaires acide gras/fructose variant de l /10 à 10/1. La quan-
tité de fructose est fixée à 0,89 mM. La figure 4 montre qu ·un 
excès d'acides gras est favorable à la réaction puisque le ren-
dement optlmum de 17 % est obtenu pour un rapport molaJTe 
10/1. Par contre, l'addition de fructose n'a que peu d'effet 
sur le rendement. Seino et al. l 11 l montrent également que 
lorsqu'on fait réagir l'acide oléique sur le saccharose. le ren-
dement évolue favorablement quand la quantité d'acide gras 
est augmenté de façon importante. De la même façon, Therizod 
et Klibanov [12] obtiennent un rendement optimal (60 %) 
lorsque le rapport molaire acide butyrique/ fructose est de 3/1. 
:J Influence de l'activité de l'eau sur le déroulement 
de la réaction 
Le mélange réactionnel de ba:,,e a la compos1t10n :,,ut-
vante : 250 mg d'acide oléique (0 % d'eau), 160 mg de fruc-
tose (0,2 % d'eau), 15 ml de2M2B (0,03 % d'eau) et 100 mg 
de L1pozyme (10 % d'eau). 
Le mélange réactionnel de base contient donc 14,82 mg 
d'eau soit 1,1 %. Une série de réactions de synthèse est 
effectuée en ajoutant dans le mélange réactionnel de base de 
0 à 1 g d'eau. On détennme après 24 heures le rendement de 
la réaction et l'activité de l'eau du mélange à 25 °C. 
L'activité catalytique de synthèse du Lipozyme e5t maxi-
male lorsque la teneur en eau du milieu correspond au taux 
d'hydratation du mélange de base (aw = 0, l2) (Fig. 5). 
Cependant, dans la zone où l'activité catalytlque du Lîpo-
zyme chute fortement, de 7 à 0,64 %, l'activité de l'eau varie 
peu (0,12 à 0,16) alors que la quantité d'eau ajoutée passe de 
0 (1,2 %) à 300 mg (2,5 %). Aux faibles activités. l'eau est 
fortement adsorbée sur les sites polaJTes des constituan1s (ré-
sine et solvant compris) par des liaisons hydrogènes. Elle 
n'est donc pas dispomble pour s'opposer à la réaction. La 
synthèse de l'oléate de fructose doit donc ,.·effectuer en 
milieu très faiblement hydraté, sans adJonction d'eau. 
l:J Cinétiques de la S)"nthèse de l'oléate de fructose et 
de la production d'eau en réacteur fermé 
Le rendement augmente de façon pratiquement linéaire 
Jmqu'à4 h (18 %) (Fig. 6). La product10n :,,e ralentit ensu11e 
et atteint un plateau à 30 % après 24 heures. La figure 7 
montre qu'une forte quantllé d'eau est libérée lors des deux 
premières heures de la réact10n. La product10n d'eau reste 
enslllte pratiquement constante. Cette forte proportion d · eau 
libérée dès les premières heures de la réaction pourrait être 
à l'origine de l'infléchissement du rendement de synthèse 
après 4 heures de réaction. 
l:J Identification de l'oléate de fructose 
L'étude par spectrométrie de masse (SM) et de résonance 
magnétique nucléaire (RMN) du proton de l'oléate de fruc-
tose nous a permis d'identifier sans ambiguïté la structure de 
ce composé. 
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0 Determination of the optimum reaction temperature 
Synthesis yield (Fig.3) increased to a maximum some-
where betwan 45 and 55 °C. Thrs optimum is therefore 
below the temperature recommended b_v NOVO for h igfyce-
ride hvdrof.vs1s (60 °C). ln addit1011, rt is intnesnng ta note 
that Lipoz.vme' s catalyt1c activ1ty is ma111tai11ed up to 85°C. 
lt is probable that the resin on wh,ch the lipase is adsorbed 
protects the l'n::yme and thaehy g1re.!. it herrer thermo-
stah1hty. 
0 Effect of the molar ratio on reaction yield 
The synthesis reactwn wa.'i .'itudiedfor fcaty acid·fi·uctose 
ratios rarying f/·om 1 10 to I 0:1. The amount of frnctou 1vas 
fixed at 0/89 mM Fif.:ure 4 shmc'i tha, e.H ess fatty acid 
favoured the reaction, sime a11 optimum y1eld of 17 % 
was obtained w1th a molar rat10 of JO:/. Howerer. adding 
fiuctose had littfe effect on yiefd Serna et al. [li] af.rn 
.<>howed that when oleic acid Î.\ reacted \l"ith s11crose, yield 
rise.'i when the amount of jatty a( ul is .rnhsrantiafl,· me rea-
sed. L1kewh,e, Therr::.od and Kfibai101· [ 12} ohta111ed an 
optimum y1eld (60 %) w1th a butyric aCid fructose mofar 
wtioof3:J. 
0 Effect of water activity on the reaction process 
The compos1t10n of the barn· reaction mh:ture was as foi-
Jows 250 mg of 0Je1c aud (0 9'c water). 160 mg of fructose 
(0 2 % water), 15 ml of2M2B (0.03 c;r water) and 100 mg of 
lipoz.vme ( JO 9'o water). The ha sic react10n mi.,ture there-
fo,e contained 14.82 mg ofwate1, i e.l .1 %. A se11es of S)'n-
thesis reactwns was cm rred out by addmg from O to I g of 
water to the basic reactwn mi:,.,ture. The wate1 actinty of the 
mixture 1-rn.\· determined al 25 °C ajier 24 hours. The Lipo-
:._vme' s synthesis catalysis activay lHl.'i ma.\imum when the 
medium' s water content corresponded to the h_vdration rate 
ofthebas1cmixture(aw=0.12J(hg 5). 
However, 1n the zone where the Lipozyme' s catalysis 
activity dropped sharply,from 7 ro O 64 %. there was little 
rariation in water activ1ty (0 12 to 0.16), whereas the 
amount of water added increasedfrom O (1.2 '!o) to 300 mg 
(2 5 %). At low actn·ity rates, water l1'as largeiy adsorbed 
onto the polar :mes of the constituent~· (resin and solvent 
included) hy hydrogen bonds Water is therefore not 
avaifahle to inhihll the reaction Fructose ofeare synthesis 
.!.hould therefore he carried out in a medium wllh very 
Jimited hydration state and no added water 
:=1 Fructose oleate synthesis and water production 
kinetics in batch 
Yield r11crea.1e wa'i v11tually linear up ta 4 hrs (18 %) 
(Fig. 6). Prod11ct1011 then slowed down and reached a 
plateau of30 9'c after 24 hours. Figure 7 shows that a large 
amou111 of \\'arer was refeased du ring the jirst two hours of 
the reaction. l\t"ata p1 oducflon then remained v1rtually 
constant. The h1 gh proportion of wate, re/eased m the f1rst 
hours of the reaction could be the muse of the drop in syn-
thes1s yield after 4 hours of reaction. 
0 Fructose oleate identification 
We we,e ahle to identify the structwe of the compound 
heyond any doubt hy us1ng mass spectrometry (MS) and 
nucleai magne tic resonance (NMRJ. G1ven the way it is syn-
thesi::.ed. the pure compound 1solated is a fructose mono or 
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Rendement Taux d'hydratation 
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Hl,. 5. - lh!ndement dcla rt!action en lo11cliun dt' l'.1ctn 1te de l'eau-
(Reactwn vie/d ilepend111s on 11 dte1 ac/ri 1ty) 
Le composé pur isolé, du fait de son mode de synthèse, est 
un mono ou un polyoléate de fructose ; il faut également 
détermmer le ou les sites d'estérification. 
En SM, l'ion moléculaire n'a pu être observé, qu'il 
s'agisse du composé llbrc étudié par FAB ou du dérivé 
silylé étudié par impact électronique ou ionisation chimi-
que. Le fructose étant pentaalcoolique. l'observation de 
l'ion tétrasilylé de masse 437 (CnH1405Si4. 4 %) prouve 
que la molécule initiale est un mono-ester; de plus, tl appa-
raît que c'est un groupe alcool primaire -CH2-0-X qut a été 
perdu. Ces conclusions sont corroborées par l'obscrvat10n 
de l'ion 629 (C::i2H6SÜ6Si3, 9 %) attnbuable à un oléate de 
fructose ayant perdu un fragment CH2--0-TMS. La présence 
des deux groupes précédents précise également que le 
fructose est sous forme fructofuranoïque. Le pic 217 
(C9H2102Sb, 100 %) provient du clivage des liaisons C3-C4 
et 0-Cs, la fonction hydroxyle en 6 étant sdylée (Fig. 8). 
Toutes ces données de SM sont en faveur d'un monoester de 
fructofuranose, la fonction alcool primaire en 6 étant estén-
fiée par l'acide oléique. 
De taçon à confmncr la structure du composé synthétisé. 
nous avons étudié ce produit par RMN du proton à une et 
deux dimensions : 
entre 3,5 et 4,5 ppm, le massif complexe des protons 
appartenant au noyau fructose a été étudié par RMN à 
deux dimens10ns. Le signal à 4,10 ppm (2H) n·est 
couplé avec aucun autre proton . 11 est donc attribua-
ble aux protons en L Le signal à 3, 73 ppm (2H) est 
couplé avec le signal à 3,96 ppm (lH), lui-même cou-
plé avec les signaux à 4,25 ppm (2H) ce qui nous a per-
mis d'attnbuer les signaux respectivement aux 
protons en 6, 5 et 4-3 comme indiqué sur la figure 9 ; 
de 2,4 à 0,87 ppm, on note les masstfs caracténstiques 
des groupes méthyléniques de la chaîne oléyle [20], 
attributions confirmées par RMN 2D ; 
le signal situé à 3,6 ppm est affecté si l'on change de 
solvant (CDCL3 ou DMSD6) · il doit être attnbué aux 
atomes d'hydrogène des fonctions alcools du fruc-
tose; 
vers 5-3 ppm, on note un multiplet dû aux protons 
éthylèniques du reste oléyle. 
Les pnncipaux clivages observés en SM ainsi que l'ana-
lyse du spectre de RMN nous ont permis d'identifier le sucro-
ester synthétisé comme étant le 1-oléyl-a-D-fructofuranose. 
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Rendement (Y1e/ci) (%) 
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polyoleate; the esterijicatwn site(s) also need(s) to be de-
tennined. 
Tt was not possible to observe the molecular ion using 
mass spectrometry, e1ther for the free compound st11d1ed hy 
FAB or for the silylated derivative studied by efectwnic 
impact or chemical ionizatton. A.1' fructose 1s a penta-al-
cohol, observation of the tetra.~lfylated ion with a mass of 
437 (CL 1H 1405S14, 4 °/o) proved thatthe initial molecule was 
a monoester, i11 addllion, it seems that the alcohol group lost 
was a pnmary group -CH2-0-X. These concluswns we1 e 
corrohorated through observation of ion 629 
(CnH6s206Si3, 9 %), attrihutabie to a frnctose oleate that 
ha.1· /ost a fragment CH2- -0-TMS. The e.ustence of the above 
two groups also indicated that the jrucwse was in fructofu-
ranose form The 217 peak (C9H2102Si2, 100 %) camejl·om 
the splming of bonds C3-C4 and 0-CS, the hydroxyl func-
tion m 6 heing silylated (Fig 8). Ail these MS data suggest 
a fructofuranose monoester, wzth the primary alcohol in 1 
estenfied hy the olezr aC1d. 
ln order to confrrm the structure of the synthesized 
compound, ·we studied this component using 1- and 2-dimen-
swnal NMR of the proton : 
between 3 5 and 4.5 ppm, the complex mass o{proton.1· 
helongmg to the fructose nucleus was studied using 2-
dimenswnal NMR. The signal at 4 10 ppm (2H) 1vas 
not coupled to any other proton ; if is therefo1 e at-
tributable to the protons 1n 1. The signal at 3 73 ppm 
(2H) was coupied to the signal at 3.96 {!H), which 
was itseif cou.pied to the 4.25 ppm (2H J :-.ignals, which 
meant that we could attribute the signais to the pro-
tons 1116, 5 and 4-3 respective/y. as mdicated 111figure 9, 
f'rom 2 4 to 0.87 ppm, the masses characteristic of me-
thylenic groups of the ofeyl chain were noted [20], at-
tnhutions confirmed by 2D NMR, 
the signal located at 3 .6 ppm 1s affected ~f the solvent 
is cha11{{ed (CDCL3, or DMSD6): it has to be attrihu-
ted to the hydrogen atoms of the fructose' s alcohol 
fw1ct10ns; 
towards 5.3 ppm, a multiplet was noted. brought 
about by the ethylenic protons of the oleyl remains. 
The main splits observed in MS, and the NMR spectrum 
analysis enabled us to identifv the synthesized sucro-ester 
as heing 1-oleyl-a.-D-fructofuranose. 
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Eau (Water) (mg) 
,.,~----------~ 
16 
14 
1.2 
08 
06 
04 
02 
0 ~. ____________ __J 
0 2 4 6 B 10 12 14 16 16 20 22 24 
Durée (T1m~) (h) 
HG. 7. - Cinétique de la production d'eau lors dda 1')'nthese d'olcatt! 
de fructose en réacteur fermé- (Wvtn p1od1nrwn A11renc, dw l!lg fr IKl,11c 
ofeate synrhe.11s in u dosed I eauo1) 
3,73 
HO-CH2 0 
e 
SMTO-CH; 
62S (9X) H 
- 189 
0 
OTMS 
_ .... 07 (4") 
fH2-:,0-CO-(CH2h CH~CH-(CH2h-CH3 
l -~65 (2!l:) 
OTMS H 
217 (1 00%) 
FlG. 8 - Principaux clivage.'> de l"oleate de fructose analy.'>é par 
CPG/SM - rMm11 f1u(tme o/eare ~p/111 unalr::cd by GCill!S/ 
OH 2,30 5,35 
CH 2 -0-CO- CH 2 -CH 2 -( CH 2 ) 4 -CH2-CH=CH-CH2-( CH2)s-CH3 
4, 10 1,62 1,98 1,98 0,87 
H 
4,25 
FTG. 9. - Principales attributions des signau~ caraclen~tiqucs du spectre RM'l de l'oléate de fructose - (Ma111 a1111hww111·}m .11g11a/.1 c/1(11 m te11.mc of 
1he /1 uume olea/e NMR spect1 um) 
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RESUMEN 
SÎntesis de monoésteres de azllcar por biocatâlisis 
N KHALED, D MONTET, M. FARINES, M. P[NA J GRAILLE. 0/éagineu_~, 1992. 47, 
N°4, p 181-190 
Se realiz6 la sfntes1~ de d1versos monoésteres de azdcar en un med10 orgânico. Se ms1sti6 en 
el escud10 de los panimelros que mfluyen en la sfntes1s del oleato de fmctosa por la lipozima. 
El estudw espectrosc6ptco del producto logrado muestra que éste re~ulta ser el l-oleo1J-a-D-
fructofuranosa 
Palabras clave. - Slntesis, enz1mattco, lipasa, azûcar-ésteres, tcns10act1vos . 
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